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(54) Title: METHOD OF ISOLATING PLASMID DNA 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA 

(57) Abstract 

The invention relates to a method of isolating plasmid DNA from cultures of microorganisms using solid phase bodies. The method 
is characterized by the following steps: a) adjusting the culture of microorganisms to an acidic pH, mixing it with the solid phase bodies, 
incubating and separation, b) resuspending the microorganisms immobilized on the solid phase bodies, lysing them, mixing them with a 
neutralizing binding buffer, incubating the mixture, separating and discarding the solid phase bodies, c) again mixing the supernatant with 
solid phase bodies, incubating the mixture, separating it and eluting the plasmid DNA from the solid phase bodies by means of an elution 
buffer. 

(57) Zusammenfassung 

DieErfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Mikroorganismenkulturen mit Hilfe von FestphasenkOrpern. 
Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, da8 man a) die Mikroorganismenkultur auf einen sauren pH-Wert bringt, mit den 
Festphasenkdrpern mischt, inkubiert und abtrennt, b) die an den Festphasenkdrpem immobilisierten Mikroorganismen resuspendiert, lysiert, 
mit einem neutralisierenden Bindepuffer versetzt, inkubiert, die Festphasenkdrper abtrennt und verwirft, c) den Oberstand emeut mit 
Festphasenkorpem versetzt, inkubiert, anschlieBend abtrennt und die Plasmid-DNA mit einem Elutionspuffer von den Festphasenkdrpem 
eluiert. 
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Verfahren zur Isoiierung von Plasmid-DNA 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isoiierung von Plasmid-DNA aus 
Mikroorganismenkulturen mit Hiife von Festphasenkorpern. 

5 

In der Molekularbiologie werden Mikroorganismen (z.B. Escherichia coli, 
Salmonella typhimurium u.a.) seit langem fur Klonierungsexperimente ver- 
wendet. Hierzu wird extrachromosomale DNA, die sogenannte Plasmid- 
DNA, als Vehikel fur zu klonierende, spezifische DNA-Stucke eingesetzt. 

10 Eine alltagliche Aufgabenstellung fur den Fachmann besteht darin, die 
richtige Bakterienpopulation mit dem gesuchten Plasmid-Klon zu finden. 
Verschiedene chemische Verfahren sind beschrieben, Plasmid-DNA aus 
Mikroorganismen zu isolieren. Allen diesen Methoden ist gemeinsam, daS 
zunachst die Mikroorganismen durch Zentrifugation abgetrennt werden, um 

15 das Nahrmedium zu entfernen. Das Nahrmedium muS moglichst quantitativ 
entfernt werden und der erhaltene Mikroorganismenniederschlag muB 
vollstandig in einem Resuspensionspuffer resuspendiert werden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur 
20 Isoiierung von Plasmid-DNA aus Mikroorganismen zur Verfugung zu 

stellen, das zur Entfernung des Nahrmediums keinen Zentrifugationsschritt 
benotigt. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isoiierung von Plasmid- 
25 DNA aus Mikroorganismenkulturen mit Hilfe von Festphasenkorpern, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daS man 

a) die Mikroorganismenkultur auf einen sauren pH-Wert bringt, mit den 
Festphasenkorpern mischt, inkubiert und abtrennt, 

b) die an den Festphasenkorpern immobiiisierten Mikroorganismen re- 
30 suspendiert, lysiert, mit einem neutralisierenden Bindepuffer versetzt, 

inkubiert, die Festphasenkorper abtrennt und verwirft, 
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c) den Uberstand erneut mit Festphasenkorpern versetzt, inkubiert, an- 
schlieSend abtrennt und die Plasmid-DNA mit einem Elutionspuffer 
von den Festphasenkorpern eluiert. 

Als Festphasenkorper kommen Kieselgele, Silicate oder glasartige 
Materialien, vorzugsweise magnetische Festphasenkorper mit Kiesel- 
geloberflache in Frage, insbesondere magnetische Silica-Partikel. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daft Bakterien unter bestimmten 
Pufferbedingungen an magnetisierbare Festphasenkorper mit Kieselgel- 
oberflache unspezifisch binden und direkt aus dem Nahrmedium magne- 
tisch abgetrennt werden konnen. Weiterhin wurde gefunden, daft die so 
eingefangenen Bakterien resuspendiert, lysiert und als kompakter magne- 
tischer Niederschlag mitsamt der genomischen DNA ebenso abgetrennt 
werden konnen, wobei die Plasmid DNA im Oberstand verbieibt. Die 
Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daft sie alle Verfahrensschritte der 
Plasmid-lsolierung automatisierbar macht. 

Das erfindungsgemafce Verfahren wird beispielsweise so durchgefuhrt, dad 
eihe Bakterienkultur, die uber Nacht in einem Wachstumsmedium inkubiert 
wurde, mit Hiife von Puffern oder Sauren auf einen sauren pH-Wert einge- 
steilt wird. AnschiieRend werden magnetische Partikel hinzugegeben, 
wenige Minuten inkubiert und die Partikel im magnetischen Feld abge- 
trennt. Der Uberstand wird verworfen und die an den Partikeln anhaftenden 
Bakterien in einem Resuspensionspuffer resuspendiert. Danach wird ein 
Lysispuffer zugegeben, gemischt und wenige Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert; ein neutralisierender Bindepuffer (N-Bindepuffer) wird zugege- 
ben, gemischt uhd die Partikel werden im magnetischen Feld abgetrennt. 
Der Uberstand wird in ein neues Reagenzgefali uberfuhrt, Partikel zugege- 
ben, gemischt und im magnetischen Feld abgetrennt. Die Partikel mit der 
gebundenen Plasmid-DNA werden mit Waschpuffer gewaschen und 
schlie&lich wird die Plasmid-DNA mit Elutionspuffer eluiert. 
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Bei den Mikroorganismenkulturen handelt es sich vorzugsweise um E. Coli 
Oder E. Coli -Mutanten, wie W3110, JM109, RR1, XL-1 Blue u.a. Diese 
Kulturen werden in der Regel uber Nacht z.B. in einem LB-Medium (10 g 
Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 10 g Kochsalz im Liter) bei 37 °C inkubiert 

Eine entsprechend hergestellte Kultur wird mit Hilfe von Puffern oder 
Sauren auf einen pH-Bereich von 1 bis 4, vorzugsweise pH 2, eingestellt. 
Geeignete Puffer sind solche, die in diesem pH-Bereich eine ausreichende 
Pufferkapazitat besitzen, z.B. Formiat-, Acetat-, Citratpuffer oder auch 
Sauren wie Salzsaure. 1 ml der Bakterienkultur wird z.B. mit 0,1 ml 1N 
Salzsaure angesauert und mit 5-50 pi einer Suspension (50 mg/ml) von 
magnetischen Silica-Partikeln versetzt, eine Minute inkubiert und im 
magnetischen Feld abgetrennt. Es hat sich gezeigt. daS in der Regel 5- 
15 pi der Partikelsuspension ausreichen, um mehr als 50 % der Bakterien 
abzutrennen. Die Anzahl der hier verwendeten Partikel ubersteigt die 
Anzahl der Bakterien circa um einen Faktor 10-30. 

Die an den Partikeln anhaftenden Bakterien werden in einem Resuspensi- 
onspuffer resuspendiert. Der Puffer sotlte in der Lage sein, einen pH-Wert 
im Bereich von 7 bis 9 aufrechtzuerhalten: ein geeigneter Resuspensions- 
puffer besteht z.B. aus Tris-HCI, EDTA und RNase A. 

Die resuspendierten Bakterien werden mit einem Lysispuffer versetzt, ge- 
mischt und bei Raumtemperatur einige Minuten inkubiert. Der Lysispuffer 
besteht z.B. aus Natronlauge und SDS. AnschlieBend wird ein neutralisie- 
render Bindepuffer (N-Bindepuffer) zugesetzt, gemischt und die Partikel im 
magnetischen Feld abgetrennt und verworfen. Der N-Bindepuffer sollte 
einen pH-Wert im Bereich von 4 bis 6 aufrechterhalten; ein geeigneter N- 
Bindepuffer besteht z.B. aus einem Guanidiniumsalz und Kaliumacetat. 
Beide Pufferkomponenten konnen jedoch auch getrennt und nacheinander 
eingesetzt werden (siehe Beispiel 2). 
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Der Uberstand wird in ein neues ReagenzgefaR uberfuhrt, es werden er- 
neut Partikel zugegeben, gemischt und die mit der Plasmid-DNA 
beladenen Partikel werden im magnetischen Feld abgetrennt und mit 
Waschpuffer gewaschen. Dieser Puffer sollte im pH-Bereich von 5 bis 7 
puffem, wobei die DNA an den Partikeln gebunden bleibt. Ein geeigneter 
Waschpuffer besteht z.B. aus Tris-HCI und EDTA. 

Die anschlieliende Elution der Plasmid-DNA erfolgt mit einem Elutions- 
puffer. Der dazu verwendete Elutionspuffer sollte einen pH-Bereich von 7,5 
bis 9,5, vorzugsweise 8 bis 9 aufrechterhalten. Geeignete Puffer sind z.B. 
Tris-HCI-Puffer, Tricin, Bicin und andere Puffer, die in diesem pH-Bereich 
puffern, vorzugsweise Tris-HCI. Gegebenenfalls kann der Elutionspuffer 
Chelatoren wie EDTA und/oder andere Substanzen enthalten. Die Puffer- 
konzentration sollte 5 bis 10 mM, vorzugsweise etwa 10 mM betragen. 
Gegebenenfalls kann der Puffer noch geringe Mengen EDTA, z.B. 1 mM, 
enthalten. Die so eluierte Nucleinsaure ist direkt, ohne weitere Reinigungs- 
schritte, fur molekularbiologische Anwendungen, wie z.B. fur Ampifikations- 
reaktionen (PCR, NASBA) einsetzbar. 

Beispiel 1 

Materialien 

Mikrozentrifugenrohrchen 
Partikelsuspension: 50 mg/ml 

Resuspensionspuffer: 50 mM Tris-HCI, pH8,0 / 10 mM EDTA / 5 mg/ml RNase A 

Lysispuffer: 200 mM NaOH / 1 % SDS 

N-Bindepuffer: 5.3 M Gua-HCI / 0.7 M Kaliumacetat, pH 4,8 

Waschpuffer: 10 mM Tris-HCI / 1 mM EDTA, pH 6,5 

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI / 1 mM EDTA, pH 8,5 
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Verfahrensschritte 

1. Eine Bakterienkultur (1 ml) wird mit 0,1 ml 1N Salzsaure und 10 pi 
magnetischen Silica-Partikeln gemischt, eine Minute inkubiert und im 
magnetischen Feld abgetrennt, 

2. der Oberstand wird verworfen und die an den Partikeln haftenden 
Bakterien in 100 pi Resuspensionspuffer resuspendiert, 

3. 200 pi Lysispuffer werden hinzugegeben, gemischt und 5 Minuten 
inkubiert, 

4. 400 pi N-Bindepuffer werden hinzugegeben, gemischt und die Partikel 
abgetrennt, 

5. der Oberstand wird in ein neues Mikrozentrifugenrohrchen uberfuhrt, 

6. es werden 10 pi Partikelsuspension hinzugegeben, gemischt und die 
Partikel werden abgetrennt; der Oberstand wird verworfen, 

7. die Partikel werden zweimal mit Waschpuffer gewaschen und mit 
50 pi Elutionspuffer eiuiert 

Beispiel 2 

Materialien 

Mikrozentrifugenrohrchen 
Partikelsuspension: 50 mg/ml 

Resuspensionspuffer 50 mM Tris-HCl, pH8,0 / 1 0 mM EDTA / 5 mg/ml RNase A 

Lysispuffer: 200 mM NaOH / 1 % SDS 

Neutralisierungspuffer: 3 M Kaliumacetat pH 5,5 

Bindungspuffer: 5 M Guanidiniumthiocyanat 

Waschpuffer: 10 mM Tris-HCl / 1 mM EDTA, pH 6,5 

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCl / 1 mM EDTA, pH 8,5 

Verfahrensschritte 

1. Eine Bakterienkultur (1 ml) wird mit 50 pi 1N Salzsaure und 10 pi 
magnetische Silica-Partikeln gemischt, funf Minuten inkubiert und im 
magnetischen Feld abgetrennt, 
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2. der Uberstand wird verworfen und die an den Partikeln haftenden 
Bakterien in 200 pi Resuspensionspuffer resuspendiert, 

3. 200 pi Lysispuffer werden hinzugegeben, gemischt und 5 Minuten 
inkubiert, 

5 4. 200 pi Neutralisierungspuffer werden hinzugegeben, gemischt und die 
Partikel mitsamt dem Niederschlag abgetrennt, 

5. der Uberstand wird in ein neues Mikrozentrifugenrohrchen uberfuhrt, 

6. es werden das gleiche Volumen Bindepuffer sowie mindestens 10 pi 
Partikelsuspension hinzugegeben, gemischt und die Partikel werden 

10 abgetrennt; der Uberstand wird verworfen, 

7. die Partikel werden zweimal gewaschen und die Plasmid DNA mit 
50 pi Elutionspuffer eluiert 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Mikroorganismen- 
kulturen mit Hilfe von Festphasenkorpern, dadurch gekennzeichnet, 
daft man 

a) die Mikroorganismenkultur auf einen sauren pH-Wert bringt, mit 
den Festphasenkorpern mischt, inkubiert und abtrennt, 

b) die an den Festphasenkorpern immobilisierten Mikroorganismen 
resuspendiert t lysiert, mit einem neutralisierenden Bindepuffer 
versetzt, inkubiert, die Festphasenkorper abtrennt und verwirft T 

c) den Uberstand erneut mit Festphasenkorpern versetzt. inkubiert, 
anschlieSend abtrennt und die Plasmid-DNA mit einem Elutions- 
puffer von den Festphasenkorpern eluiert. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da(3> als Mikro- 
organismen Escherichia coli oder E. Coli-Mutanten verwendet 
werden. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, 
daR als Festphasenkorper magnetische Festphasenkorper mit Kiesel- 
geloberflache verwendet werden. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
da& als magnetische Festphasenkorper Kieselgele, Silicate oder 
glasartige Materialien verwendet werden. 

Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daS als magnetische Festphasenkorper Silica-Partikel verwendet 
werden. 
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15 



6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
daS der saure pH-Wert mit Hilfe von Puffern oder Sauren auf einen 
pH-Wert im Bereich von 1 bis 4 eingestellt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dali der pH- 
Wert mit Salzsaure eingestellt wird. 
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